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摘要：目的 通过对水产品加工贮藏过程中微生物群落结构的动态分析，有利于发现腐败菌及病原微生

物，以进一步提高水产品的品质，延长其货架期。方法 在介绍高通量测序技术的主要特点和发展历程

的基础上，重点阐述高通量测序技术在发酵产品的生产、掺杂掺假的鉴别、食源性病原菌和腐败菌的检

测等水产品加工贮藏领域中的应用，分析并解决存在的问题，展望高通量技术的发展前景。结论 随着

未来生物工程领域技术水平的不断发展，测序成本低、耗时短、准确度高的测序技术将会逐渐替代传统

的检测方式，更好地应用于水产品品质评价和微生物多样性分析中。 
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ABSTRACT: The work aims to find spoilage bacteria and pathogenic microorganisms through the dynamic analysis of 
microbial community structure during the processing and storage of aquatic products, so as to further improve the quality 
of aquatic products and extend their shelf life. Based on the introduction of the main characteristics and development 
process of high-throughput sequencing technology, the application of high-throughput sequencing technology in the 
processing and storage of aquatic products, such as the production of fermentation products, identification of adulterated 
adulterants, detection of food borne pathogens and spoilage bacteria were emphatically elaborated. The existing problems 
were analyzed and solved, and the development prospect of high-throughput sequencing technology was prospected. With 
the continuous development of biotechnology in the future, sequencing technology with low cost, short time and high ac-
curacy will gradually replace the traditional detection methods and be better applied in aquatic product quality evaluation 
and microbial diversity analysis. 
KEY WORDS: high-throughput sequencing technology; aquatic product; microorganism; processing and storage 



·12· 包 装 工 程 2020 年 11 月 

 

我国是水产品生产、消费和出口大国，2019 年

全国总产量达 6480.36 万 t，连续多年位居世界第  
一 [1]。水产品种类繁多，营养价值和水分含量高，其

携带的微生物也相对丰富。与其他产品相比，水产品

更易被微生物污染而腐败，因此对其加工贮藏条件要

求也较高[2—4]。水产品的污染主要分为内源性污染和

外源性污染。其中，内源性污染源于产品自身，也称

一次污染；外源性污染主要是产品在生产、加工和贮

藏过程中，由于操作不当或条件变化，通过空气、水

等介质传播的微生物污染，也称二次污染[2,5—6]。病

原微生物对人体危害大，腐败微生物使水产品货架期

缩短。另外一些不良商家受到利益驱使，在水产品加

工过程中存在不同程度的掺杂掺假，与商品标签不符

现象，导致消费者不能完全了解产品成分，甚至一些

消费者因误食，对其中一些未标明成分出现过敏现

象。提高水产品中微生物检测的准确性，有助于防止

其腐败变质，确保食用安全。此外，发酵水产品因其

具有特殊风味受到消费者喜爱，但目前部分发酵水产

品的发酵机理不明。使用高通量测序对发酵水产品生

产过程中的微生物群落进行检测，有利于进一步探究

水产品发酵机理，提高发酵产品品质。由此，水产品

中微生物群落结构的分析一直是国内外学者的研究

热点[7]。高通量测序技术测序通量高，可检测到低丰

度菌群，样品覆盖率高，测序范围广，速度快以及准

确度高，对水产品中微生物群落尤其是对不可培养的

微生物研究有明显的推动作用。全面了解高通量测序

技术原理及在水产品加工贮藏过程中的应用现状，使

其更好地对水产品加工贮藏过程中的微生物菌群进

行检测，以便针对性地对水产品进行加工生产及贮藏

保鲜。文中主要介绍高通量测序技术的特点，阐述高

通量测序技术在水产品加工贮藏过程中的应用，分析

存在问题与解决办法，旨在为该技术更好地应用于水

产品加工贮藏提供理论参考。 

1  高通量测序技术的发展 

水产品中微生物的检测最早以微生物纯培养为

主，但此法仅能检测到少量丰度较高的优势菌，无法

全面分析其微生物群落结构[8]。近年来，随着微生物

检测技术的发展，变性梯度凝胶电泳（Denaturing 
Gradinent Electrophoresis，DGGE）[9]与实时定量荧光

聚合酶链式反应（Real-Time Polymerase Chain Reac-
tion，RT-PCR） [10]等技术逐渐得到应用。以上技术

虽可满足部分水产品的微生物检测需求，但由于其

中部分检测技术具有成本高、测序范围有限、无法

检测到丰度较低的菌群、测序准确度较低、在检测

过程中极易产生人为误差等缺点，在一定程度上限

制了其在水产品中的深入应用。高通量测序技术

（High Throughput Sequencing，HTS）属免培养分子

生物学技术之一[11]。1977 年，Sanger 的双脱氧终止

法诞生，被称为第 1 代测序技术；随着科技进步，第

2 代测序技术和第 3 代测序技术相继出现。目前应用

最广泛的是第 2 代测序技术（Next-generation se-
quencing，NGS），其主要平台有 Illumina 测序平台和

454 焦磷酸测序平台 [12]。第 3 代测序技术（Third 
generation sequencing technology，TGS）的主要平台

是 PacBio 公司的单分子实时测序（Single Molecule 
Real Time，SMRT）平台。从第 1 代测序技术诞生，

发展到第 3 代测序先后经历了测序长度由长到短、由

短到长的变化[13]。主要测序平台及特点见表 1 [14—18]。 
第 2 代测序技术的应用使 16S rRNA 基因的测序

通量明显提高，为研究人员在短时间内对特定水产品

中微生物动态群落进行全面分析提供可能 [16] 。

Illumina 测序平台具有测序通量高、成本低和准确度

高等特点，其占据了测序市场的主导地位，原理见图

1。将大分子 DNA 打断成长度约为 10 kb 的小片段，  
 

表 1  主要测序平台及其特点 
Tab.1 Major sequencing platforms and their characteristics 

测序技术 主要测序平台 技术核心 优点 缺点 

第 1 代测序

技术 
Sanger ABI 

3730l 1st 双脱氧链终止 平均测序长度长；准确度高 通量低；样品制备成本高 

第 2 代测序

技术 

Roche/454 
Pico Titer Plate

（PTP）平板；焦

磷酸 

在第 2 代测序中平均测序长度最

长，比第 1 代的测序通量高 
检测设备价格昂贵，样品制备较

难，试剂冲洗导致准确度降低 

Illumina 
桥式扩增；可逆

终止子 
平均测序长度较长，测序通量和

准确度高 
设备昂贵，用于数据删减和分析

费用高 

Solid 双碱基测序 测序通量高，准确度最高 
测序运行时间长；平均测序长 

度短 

第 3 代测序

技术 
PacBio SMRT 零模波导孔 

平均测序长度长，比第 1 代测序

耗时短；不需扩增；最长单个测

序长度接近 3000 bp 
测序准确度低，成本较高 
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图 1  第 2 代测序技术中 Illumina 测序平台的工作原理 

Fig.1 Working principle of Illumina sequencing platform in the second generation sequencing technology 

 
末端加接头，单链 DNA 片段通过桥式扩增形成 DNA
簇，然后使用带有荧光基团的 4 种脱氧核糖核苷酸

dNTP，采用边合成边测序的方法对待测样品的 DNA
进行测序[14]。 

2  高通量测序技术在水产品加工贮藏

中的应用 

高通量测序技术在水产品加工贮藏领域的应用

主要分为 3 个方面：发酵产品在生产过程中发酵菌群

的检测；掺杂掺假鉴别以及微生物检测；通过高通量

测序平台对水产品在加工贮藏过程中微生物群落及

物种多样性进行快速全面检测。以上技术领域的应用

有利于推动水产品保鲜技术的开发与发展以及水产

品品质的不断提升。 

2.1  发酵产品的生产 

水产品发酵机理复杂，涉及多种微生物的共同作

用[19]。一些微生物对发酵水产品中特定风味的形成起

主导作用，分析发酵水产品中的微生物群落，有利于

确定其最佳发酵条件。目前大多采用传统培养法或克

隆技术分析其微生物群落，其局限较大，存在低丰度

菌群无法检测、测序范围有限、准确度低等缺点，利

用高通量测序技术则能解决此类问题。其中，ROH
等 [20]通过焦磷酸测序首次检测到发酵海鲜中存在克

雷纳氏菌群，并发现古菌在海鲜发酵过程中的多样性

高于细菌，发酵海产品中的古菌主要是极端嗜盐古菌

的盐杆菌科和中温泉古菌的泉古菌门群 I.1、深海群 B
与杂泉古菌门群，然而目前这些中温泉古菌类群还鲜

在其它的发酵食品中检测出；DUAN 等[21]通过高通

量测序对发酵虾酱风味形成阶段的细菌群落进行全

面分析，结果表明，在虾酱发酵过程中，嗜盐四生球

菌丰度最高，此外还检测到对风味产生有益的卡诺杆

菌、假单胞菌等，其丰度较低；吴燕燕等[22]比较了在

传统法和乳酸菌法下加工腌干鱼的微生物群落变化，

结果得出在传统加工条件下，腌干鱼微生物的组成较

为单一，主要为弧菌科、葡萄球菌科和假单胞菌科等，

接种乳酸菌发酵剂后，其细菌多样性增加，乳酸菌成

为优势菌；JUNG 等[23]通过焦磷酸测序首次揭示了温

度对鱼露在发酵过程中微生物群落和代谢产物变化

影响。细菌群落分析表明，不同凤尾鱼的初始菌群差

异是鱼露产品品质优劣的主因。高通量测序对发酵产

品生产中的菌群全面检测，有利于发现低丰度发酵有

益菌，深度探索发酵机理，提高水产品的发酵工艺。 

2.2  掺杂掺假鉴别 

部分水产品在深加工处理后，其原始形态发生改

变，少数不良商家受经济利益驱使，会在成本较高的

水产加工品中添加其它廉价原料，其以次充好、掺杂

掺假的行为严重欺骗了消费者，还会对其健康带来不

良影响[24]。随着高通量测序技术的发展，该技术已成

为水产加工品掺伪检测中的关键技术。通过使用 COI
长条形码或 16S rRNA 微条形码作为分子标记，进行

PCR 扩增，再对扩增产物进行测序，可快速准确检测

物种组成。王楠等[25]通过高通量测序的 DNA 条形码

技术检测了 18 份市售鲑科水产品中的物种组成，结

果发现只有一份样品成分单一，其余样品均有不同程

度的标签不符情况，且发现其中除掺入廉价鱼类，猪、

鸡、鸭等非水产类物种也在掺杂样品中；GVNTHER
等[26]对细胞色素氧化酶 I 基因全长和部分片段条形

码进行扩增，之后对 118 种水产品进行高通量测序，

结果表明，完整长度条形码引物的扩增成功率为

67.8%，并将样品组成确定至物种水平。高通量测序

样品覆盖率高，可快速检测到低丰度物种，对样品中

物种组成进行全面检测，使得消费者权益得到更好的

保障，提高水产品品质。 

2.3  微生物检测 

在水产品加工贮藏过程中的微生物污染不可避

免，虽然部分微生物在水产品中丰度并不高，但仍会

导致食源性疾病的发生，对消费者的健康带来不良影

响，有必要对水产品加工生产过程中各个环节进行严

格监督把控。高通量测序技术可全面了解微生物病原

体的生长动态和生理特性，检测出食品中的食源性病

原微生物。日本因食用生鱼爆发的不明食源性疾病不

断增加，患者在进食生鱼片后数小时内出现腹泻和呕

吐现象，为确定病源，KAWAI 等[27]通过 Sanger 测序

技术检测到比目鱼中存在粘孢子虫（Kudo aseptem-
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punctata），由动物实验验证首次得出，该粘孢子虫为

此次食源性疾病的来源；CHAN 等[28]通过第三代高通

量测序技术从腌制鲭鱼生鱼片中分离得到奈氏西地

西致病菌，首次获得了该菌的完整序列，该菌会破坏

人体的免疫功能，导致败血病、内心膜炎和全身性红

斑狼疮。对病原菌进行测定使得人们更全面地了解病

原菌致病机理，有利于从源头对其进行控制。 
水产品中微生物种类繁多，特定腐败菌（Specific 

spoilage organisms, SSOs）在水产品腐败变质中起主

要作用[8]。水产品中的优势腐败菌种类和数量因其品

种、环境条件、贮藏温度和贮藏时间等不同存在差异。

高通量测序可对水产品在贮藏过程中不同阶段的微

生物群落进行动态分析，其覆盖率高，可检测出低丰

度菌群。李成等[29]通过高通量测序技术分析得出，蟹

糊在不同贮藏温度下微生物的多样性、丰度及优势菌

群等均存在差异，与在−20 ℃贮藏条件下的样品相

比，在 4 ℃贮藏条件下的样品中 Jeotgalibaca 和葡萄

球菌属所占比例显著上升，不同贮藏温度下蟹糊样品

中肉食杆菌属丰度均在 70%左右，该菌是蟹糊的优势

腐败菌；KUULIALA 等[30]通过高通量测序发现，大

西洋鳕鱼在贮藏过程中，其体内光细菌的相对丰度随

贮藏时间延长呈上升趋势，从而促进大西洋鳕鱼挥发

性有机化合物的产生，加速其腐败；JIA 等[31]通过高

通量测序研究了 ε-聚赖氨酸和冰藏对南美白对虾在

贮藏期间微生物的影响，结果表明，各组样品在贮藏

初期的相似性较高，在贮藏后期的微生物组成差异较

大，表明 ε-聚赖氨酸和冰藏完全改变了微生物群的组

成，延缓了南美白对虾的腐败进程；ZHANG 等[11]采

用高通量测序技术研究了真空或气调包装对轻盐草

鱼鱼片微生物组成的影响，结果得出假单胞菌是空气

包装草鱼片的优势菌，乳酸菌是真空包装和气调包装

草鱼片的优势菌；WANG 等[32]分析了根皮素对大西

洋鲑鱼鱼片贮藏期间微生物群落组成的影响，测序结

果表明，假单胞菌、光细菌与希瓦氏菌、不动杆菌、

黄杆菌与温杆菌是三文鱼鱼片在贮藏期间的优势菌

群，根皮素降低了鲑鱼鱼片微生物物种多样性和细菌

群落组成的相对丰度水平，能有效抑制单增李斯特

菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌等菌体的生长。 

3  存在问题和解决办法 

高通量测序技术在水产品发酵产品生产、掺杂掺

假、病原菌和腐败菌的检测中发挥着重要作用。目前，

该技术在水产品研究领域仍然存在一定局限性。首

先，由于测序前在提取样品的总 DNA 中存在已死亡

但暂未降解的微生物 DNA，高通量测序无法确定所

检测到的微生物是否存活[33]；其次，高通量测序技术

对细菌和古生菌的类别进行区分的基因是 16S 
rRNA，目前应用最广泛的二代测序技术还无法完全

覆盖该基因的全部序列，只能选取其中的一段序列测

序 [34]，因此要解决如上问题应通过相应方法予以处

理。 

3.1  活菌检测 

叠氮溴化丙锭（Propidium Monoazide, PMA）是

一种能有效区分菌体存活状况的新型核酸染料。肖莉

莉等[33]首次尝试在高通量测序前使用 PMA 筛选出菌

体中的活菌，再利用高通量测序平台对不同温度下南

美白对虾中的微生物多样性进行分析，结果表明，

PMA 对低温下微生物多样性分析的修正效果较好；

赵飞等[35]利用 PMA 与变形梯度凝胶电泳和高通量测

序技术结合，构建了活菌多样性分析技术，结果表明，

与对照组相比，经 PMA 处理的南美白对虾中微生物

组成差距较大；CHAILLOU 等 [36]通过 NucleoSpin 
PlantII 试剂盒将非活性微生物细胞剔除。此外，由于

RNA 易降解，后期可通过提取样品中的总 RNA，由

逆转录酶将其转为 cDNA，进一步检测其活菌数[37]。 

3.2  特定区域检测 

目前，应用最广泛的第 2 代测序技术只能检测部

分基因片段，且针对 16S rRNA 的扩增区域还尚无统

一标准，无专门针对水产品基因扩增的引物。有研究

分析了 2013 个完全测序的细菌和古细菌基因组，在

952 个基因组中发现 585 个物种基因组发生变异，其

会导致微生物群落多样性被高估，其中 V1 和 V6 区

域最易发生基因组内变异，V4 和 V5 区的基因组变异

性最低 [38—39]。有研究发现相同贮藏条件下蟹糊

V1—V3，V3—V4 区域扩增所得微生物菌属有所差

异，V3—V4 与 V1—V3 区域相比，所得微生物的丰

富性更高。另有前人研究得出，V3—V4 或 V4—V5
区域更适合评估高通量测序平台的测序能力，且有通

用的引物适合扩增大多数的原核生物类群，因此，一

般选取这 2 个区域测序分析[40—41]。其中，V3—V4
区被广泛用于鲈鱼[42]、草鱼[11]、梭子蟹[29]和南美白

对虾[31]等水产品加工贮藏过程中的腐败菌检测，多数

研究者在发酵水产品中选取 V4 区域测序[22]。第 3 代

测序平台克服了二代测序技术只能检测部分基因片

段的局限性，能实现对 V1—V9 区域所有基因测序，

但其使用成本高，测序结果准确性也不及二代。由

此，后期可在水产品微生物群落结构检测中结合第 2
代 SOLiD 测序结果，对第 3 代 SMRT 测序结果予以

校正。 

3.3  与其它微生物检测技术结合 

3.3.1  与 DGGE 技术结合 

DGGE 技术可直观反映样品中微生物的组成情

况，但受到变色剂范围的限制，也有研究人员选用高

通量测序技术对结果予以补充。王玉荣等 [43]采用
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DGGE 技术对恩施地区腊鱼的细菌多样性进行了分

析，结果表明，腊鱼样品中的微生物以嗜冷菌属和乳

酸杆菌属为主。同时，高通量测序结果也显示样品中

含有乳酸杆菌，并检测出 DGGE 未检到的环丝菌、

假单胞菌、金黄色葡萄球菌等优势菌属及其它低丰度

菌属；高通量测序技术由于缺乏标准化的程序，尚未

用于研究与鱼粘液相关的微生物，因此，PIMENTEL
等[44]利用 454 焦磷酸测序平台结合 DGGE 技术共同

分析了不同品种鲈鱼表面皮肤粘液细菌的组成，并准

确追踪了其来源。 

3.3.2  与实时定量荧光聚合酶反应结合 

将高通量测序技术与实时荧光定量聚合酶反应

结合，可全面检测样品中微生物种群的组成状况。曾

地刚等[45]通过对 IHHNV 感染与对照凡纳滨对虾进行

高通量测序，发现了 221 个差异表达基因。通过实时

荧光定量 PCR，验证了高通量测序数据统计的基因表

达差异结果具有可靠性；赵梦迪等[46]利用高通量测序

研究了东黄海域鱼类物种的多样性和丰度信息，针

对龙头鱼设计了特异性引物，采用荧光定量聚合酶

方法对其资源量进行预测，结果显示，其大多数位

于北纬 31 度和北纬 32 度的海域，与历史捕捞调查

的结果一致。 

4  结语 

高通量测序技术在水产品加工贮藏中应用广泛，

具有测序通量大，可同时检测多组平行样品，样品覆

盖率高，可检测到低丰度菌群等优点，随着近年来该

技术的快速发展，给全面深入认识水产品发酵机理和

腐败机制、快速检测其物种组成以及采取相对应的预

防控制措施提供了可能，推动了水产品保鲜技术的开

发，提升了水产品的品质。如果要进行更精准的分析，

则需结合其它测序技术对水产品中的微生物群落结

构给予综合分析。由此，后期可考虑从以下几方面完

善高通量测序技术。 
1）由于测序结果产生的微生物信息量大，对于

当前一些无标准对照的未知序列，其所产生的信息如

何进行更高效的整合将是下一步的改进方向。 
2）部分真菌会对水产品的加工贮藏产生影响，

而高通量测序技术目前在水产品中多用于细菌检测，

还未涉及真菌检测，后期可适当扩大其测序范围。 
3）不同的高通量测序平台间未建立可靠相通的

生物学信息评价系统。可考虑后期建立综合生物学信

息评价系统，推动其准确度的明显提升。 
相信随着未来生物工程领域技术水平的不断发

展，测序成本低、耗时短、准确度高的测序技术将会

逐渐替代传统检测方式，更好地应用于水产品品质评

价和微生物多样性分析中。 
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